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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares suponen una de las principales causas de muertes en Espafia
y a nivel global. Entre ellas, el infarto agudo de miocardio es la mds mortal. En caso de que el
paciente sobreviva, el miocardio afectado tiene una capacidad regenerativa minima, lo que hace
que en la zona de la lesidon se produzca una cicatriz. Este nuevo tejido no se adapta a la
funcionalidad del corazén, produciéndose complicaciones a corto y largo plazo, como por
ejemplo insuficiencia cardiaca (problemas mecdanicos) o arritmias (problemas eléctricos). Para
ello no hay tratamiento curativo, a parte del trasplante que tiene multitud de limitaciones.

El uso del tratamiento precoz ha mejorado mucho las secuelas, pero no han desaparecido. Por
ello, durante estas dos ultimas décadas se ha comenzado a investigar la forma de intentar
solucionar o paliar estos problemas. Para ello, se han abordado diversas estrategias.

Inicialmente, se comenzd utilizando células madre para regenerar el tejido cardiaco. Tras
diversos estudios, se observd que era el componente secretor de estas lo que conseguia las
mejoras clinicas. Sin embargo, la eficacia clinica real era escasa por la baja tasa de retencién de
células en el tejido, y con el fin de resolver la limitacién anterior se aposté por utilizar una matriz
que juntara las células y los componentes secretores, implantando todo junto en forma de
parche cardiaco sobre la zona afectada. Viendo que se conseguian resultados, pero que no eran
los esperados, se comenzaron a desarrollar otras lineas.

Asi surgié el uso de matriz extracelular, obtenida de otros érganos, y mediante diversas técnicas
se extraian sus células y se dejaban Unicamente la matriz extracelular proteica, denominada
como andamio o “scaffold”. La estrategia era aprovechar la geometria y propiedades de los
tejidos naturales evitando el rechazo ejercido por la presencia de células del donante.

Finalmente, el desarrollo de la ingenieria y las impresoras 3D, sirvieron como inspiracion para
desarrollar biotintas, intentando conseguir asi partes funcionales del érgano a estudio.

Los resultados de todos ellos son todavia insuficientes, pero esperanzadores, lo que hace que
sean lineas de investigacién muy interesantes para continuar su estudio.

Palabras clave: infarto de miocardio, ingenieria de tejidos, terapia celular, parche cardiaco,
matriz extracelular descelularizada, andamios, impresiones 3D.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are one of the main causes of death not only in Spain, but also globally.
Acute myocardial infarction is the deadliest among all of them. In the event of patient survival,
the affected myocardium has minimal regenerative capacity, turning into scar tissue. This new
scar tissue is uncapable of adapting to the function of the heart which results in short and long
term complications such as heart failure (mechanical problems) or arrhythmias (electrical
problems). The only curative treatment consists of heart transplant which has many limitations.

The use of early treatment has greatly improved the sequelae, but they have not disappeared.
In the past two decades research has been carried out in order to find a solution to the sequelae
of myocardial infarction.

Initially, stem cells were used to regenerate cardiac tissue. The use of the secretary component
of these cells had promising results however in efficacy was low in the clinical practice since the
cells could not hold into the tissue. To try to solve this problem, a new line of investigation
opened and it was decided to use a matrix that would bring together the cells and these
secretory components, implanting everything together in the form of a cardiac patch placed on
the affected area. However, the results of this cardiac patch did not met their expectations, which
lead to continuing to search new lines of investigation.

The use of an extracellular matrix came up, which consist on utilizing other organs and carrying
out diverse techniques to extract the cells and obtain the foundation of their structure named
“scaffolds.” The scaffolds are recellularized with stem cells obtained from the same patient. The
strategy consists of profiting from the geometry and properties of the natural tissues while
avoiding immunocellular phenomenon.

Finally, the development of engineering and 3D printers served as an inspiration to develop
bioinks, trying to achieve functional parts of the organ under study.

The results of all these lines of study, although promising, are still not sufficient. This opens the
door to continue the research on how to palliate the sequelae and complications of heart attack.

Keywords: myocardial infarction, tissue engineering, cell therapy, cardiac patch, extracellular
matrix decellularized, scaffolds, 3D bioprinting

INGENIERIA DEL TEJIDO CARDIACO 5



MATERIAL Y METODOS

El objetivo principal de este trabajo ha sido realizar una recopilacion sobre el estado del arte
(“state-of-the-art”) de las ultimas lineas de investigacidon en ingenieria de tejidos aplicadas al
corazén, concretamente para tratar el infarto agudo de miocardio y sus complicaciones
posteriores.

Para ello, se han revisado las bases de datos “PubMed” y “Google Scholar”. En términos
generales, se ha filtrado por “Reviews” y “Systematic reviews”, utilizando las publicaciones en
inglés y de los ultimos 5 afios, para intentar conseguir la informacién de mayor evidencia y lo
mas actualizada posible, ya que es un campo en el que se ha evolucionado en gran medida en
los ultimos afios. Una vez realizada la busqueda, se intentaban escoger los documentos mas
citados, o en su defecto los mas recientes. En cuanto a los articulos de investigaciéon, se han
empleado los que se mencionaban en las reviews utilizadas, contrastando la informacion
ofrecida por estas con el “abstract”, resultados y conclusiones de los articulos originales. En los
articulos clinicos cuyos resultados no han sido publicados la busqueda si fue individualizada.

Dado que el objetivo principal era conseguir una amplia revision del tema, las palabras utilizadas
para obtener la informacidon de cada apartado han sido diferentes. Como palabras clave comunes
se utilizaron “heart”, “cardiac tissue” o “cardiac tissue engineering”. En cada epigrafe se
individualizaron el resto de los términos. Por ejemplo, en la busqueda de la impresion 3D se
utilizdé “cardiac tissue” + “3D bioprinting”. Otro ejemplo, en terapias celulares: “cell therapy” +
“heart”.
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INTRODUCCION

1. PROBLEMA
La enfermedad cardiovascular (ECV) sigue siendo la principal causa de muerte en todo el mundo.
En el 2021, el 26,4% de las defunciones en nuestro pais se debieron a enfermedades del sistema
circulatorio, siendo la primera causa de muerte. Representa la segunda causa de muerte en
varones, solo superada por el cdncer, y la primera causa de muerte en mujeres. En este grupo
incluiriamos las enfermedades isquémicas del corazén (que encabeza la lista, representando mas
de un 6% de las muertes totales), enfermedad cerebrovascular, insuficiencia cardiaca, etc. ?

Como hemos visto, las enfermedades isquémicas del corazdn representan una importante causa
de muerte en nuestro pais, y sobre todo su mayor exponente: el infarto agudo de miocardio
(IAM). En este, se produce una pérdida del flujo sanguineo cardiaco, que conlleva a la pérdida
de cardiomiocitos. Al ser limitada la capacidad de regeneracidn, la lesion se remplazara por una
cicatriz fibrética, perdiendo sus cualidades eléctricas y contractiles, lo que llevara a un proceso
de remodelacién cardiaca. Esto acabard causando la mayoria de las veces una dilatacion
ventricular, y esto a su vez una insuficiencia cardiaca. Por el momento, el Unico tratamiento
definitivo para la insuficiencia cardiaca terminal es el trasplante.

Para entender mejor los procesos patoldgicos que ocurren en el corazén y los tratamientos
actuales y los nuevos, vamos a hacer un breve repaso que sirva como introduccion sobre la
histologia y fisiologia de este érgano vital.

2. MORFOFISIOLOGIA DEL CORAZON

Anatdmicamente, el corazén estd formado por cuatro cavidades, dos auriculas y dos ventriculos,
separadas por dos valvulas, que conectan auriculas con ventriculos y permiten el paso de sangre
de las primeras hacia los segundos. Estd situado en el térax, concretamente en el mediastino
medio, quedando su vértice orientado hacia el lado izquierdo, de tal forma que el ventriculo
derecho es anterior, situdndose inmediatamente posterior al esterndn, y el ventriculo izquierdo
es posterior. La auricula izquierda queda colindante al eséfago, y la auricula derecha estd
apoyada sobre el diafragma. El paso del eséfago, los vasos (aorta, venas acigos y hemidcigos,
conducto tordcico) y parte del sistema nervioso vegetativo se situa entre el corazén y la columna
toracica. A ambos lados, se situan los pulmones, sobre los que deja una impronta, que es
bastante mas acusada en el izquierdo.

El corazon estd compuesto por 3 capas:

- Endocardio: es la capa mas interna. Es la encargada de revestir las cavidades cardiacas y
formar las valvas y senos de las vdlvulas del corazén. Esta formada por una capa de
células endoteliales y tejido conectivo subendotelial, una capa intermedia de tejido
conectivo y células de musculo liso y una ultima capa de tejido conectivo, llamada capa
subendocérdica, que esta en contacto con el miocardio. Esta Ultima capa es importante,
porque en ella se encuentra el sistema de excito-conduccién cardiaco. Una afectacién
en esta capa provoca disfunciones eléctricas que conllevan a arritmias y otros fallos
eléctricos del corazon.

- Miocardio: es la capa intermedia. Es la mas gruesa de las tres y la encargada de realizar
la funcién principal del corazén: el bombeo. Estd formado por fibras de musculo
cardiaco. El tejido muscular cardiaco es estriado, al igual que el tejido muscular
esquelético, teniendo los mismos tipos y organizacion de filamentos contractiles. Sin
embargo, en este el nucleo de la célula muscular esta en el centro de la célula, lo que
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permite distinguirlas de las fibras esqueléticas, donde son subsarcolémicos. El miocardio
estd compuesto por fibras musculares rodeadas de tejido conjuntivo, por el que
discurrirdn los vasos y nervios.
o Lafuncién principal de la célula muscular (contraccidn) se lleva a cabo gracias a
la interaccidn entre los miofilamentos presentes en la célula. Existen dos tipos,
los filamentos finos, compuestos principalmente por actina fibrilar (actina F) y
filamentos gruesos, compuestos por miosina Il. Se llama tejido muscular
estriado debido a que la disposicién intracitoplasmatica de estos miofilamentos
(sarcdmera) confiere a las células una imagen de estrias vistas al microscopio. El
deslizamiento de la actina sobre la miosina producira la contraccién. Ademas,
también encontramos los discos intercalares, que son uniones celulares que
permiten la continuidad idnica (eléctrica) y mecanica entre células contiguas.
Esta unidn eléctrica y mecanica de las células es uno de los principales factores
limitantes para las terapias regenerativas, ya que no sélo hay que afadir las
células sustitutas de las dafadas, sino sincronizarlas con el resto del tejido
circundante.
Por otro lado, el miocardio no es igual en todo el corazén. La musculatura auricular se
compone de una capa superficial y una profunda. La capa superficial se extiende por
ambas auriculas, a diferencia de la capa profunda, que cada auricula tiene la suya. En los
ventriculos también diferenciamos dos capas musculares, una capa subepicardica y una
subendocdrdica. En el vértice de los ventriculos la capa externa pasa hacia las capas mas
profundas formando un vértice. El ventriculo derecho es mas débil que el izquierdo, al
ser un sistema de bajas presiones.

- Epicardio o lamina visceral del pericardio seroso: es la capa mas externa, la mas
superficial. Esta compuesto de una Unica capa de células mesoteliales y de tejido
conjuntivo y adiposo subyacente. Por esta capa transcurren los vasos y nervios que
irrigan e inervan al corazén, protegidos por tejido adiposo que los rodea. Entre el
pericardio parietal y el epicardio existe un espacio virtual, la cavidad pericardica, que
contiene 15-50mL de liquido seroso, permitiendo el deslizamiento de las dos capas.

Figura 1. Imdgenes de Anatomia e Histologia del corazén *>*
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En cuanto a la vascularizacién, el corazén estd irrigado por las arterias coronarias, que
suministran sangre oxigenada a un importante sistema capilar encargado de nutrir a todas las
células cardiacas. Estas arterias surgen de la aorta, inmediatamente después de la salida de la
valvula adrtica. Existen dos coronarias:

- Laarteria coronaria izquierda, un poco mas grande, que se divide en la rama circunfleja,
gue rodea el corazén por el seno coronario izquierdo para irrigar la pared cardiaca
posterior, y la rama interventricular anterior, que discurre por el surco interventricular
anterior direccién al vértice cardiaco.

- La arteria coronaria derecha discurre por el surco coronario derecho para dar lugar a la
rama interventricular posterior.

Ambas ramas daran posteriormente numerosas ramificaciones. Puede existir codominancia,
dominancia izquierda o dominancia derecha, en funcidn de qué arteria irrigue principalmente la
pared posterior cardiaca.

Las venas discurren paralelamente a las arterias y se unen en el seno coronario, que
desembocard en la auricula derecha. Las venas mas pequeiias desembocaran directamente la
auricula derecha, sin llegar al seno coronario.

Una caracteristica diferencial del corazén con el resto de dérganos, es que es capaz de crear
estimulos eléctricos de forma independiente y conducirlos al resto del miocardio, ain en
situaciones de denervacién (como es el caso de los trasplantes). El estimulo se crea en el Nodo
Sinusal y se transmite de la siguiente forma:

Nodo sinusal = Nodo Auriculo-Ventricular = Haz de His = Ramos ventriculares del Haz de His
(izquierdo y derecho) = Fibras de Purkinje (ramas terminales del haz de His, situadas en el
endotelio de ambos ventriculos).

Clasicamente, la accidn mecanica cardiaca se ha dividido en dos fases: sistole y diastole, pero si
tenemos en cuenta la funcién ventricular podriamos dividirlo en cuatro fases:

- En la sistole encontramos la fase de contraccidon isovolumétrica (las valvulas se
encuentran cerradas y el ventriculo se contrae y se tensa alrededor de la columna de
sangre que contiene) y fase de expulsion (las valvulas auriculo-ventriculares (AV) siguen
cerradas, evitando el retorno de sangre a la auricula, y las valvulas arteriales se abren
permitiendo la salida de la sangre a aorta y arterias pulmonares).

- Enla diastole veremos la fase de relajacion isovolumétrica (el ventriculo se relaja, pero
todas las valvulas permanecen cerradas) y la fase de llenado (las valvulas arteriales
siguen cerradas, pero las AV se abren permitiendo el llenado de los ventriculos).

Gracias a lo expuesto anteriormente, el corazén es el encargado de mantener el flujo sanguineo
a nivel sistémico y por supuesto, también a nivel cardiaco. La sangre sistémica o sangre venosa
llega a la auricula derecha a través de las venas cavas, que atravesara la valvula tricuspide para
ser enviada desde el ventriculo derecho a las arterias pulmonares. De vuelta desde los pulmones,
a través de las venas pulmonares, la sangre ya “arterializada” llegara a la auricula izquierda,
pasara la valvula mitral y llegara al ventriculo izquierdo, quien sera el encargado de bombear la
sangre de nuevo al circuito sistémico a través de la aorta.>®

3. INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO (IAM)

Se produce por una oclusiéon completa de la arteria encargada del riego de la zona afectada. Lo
mas frecuente es que se produzca por el desprendimiento de una placa arteriosclerdtica que
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forme un trombo que ocluya la luz vascular de una o mds ramas. En su patogénesis, encontramos
numerosos factores de riesgo, como la hipertensidn arterial, el sobrepeso, el sedentarismo, las
dislipemias (sobre todo el aumento del colesterol LDL y la disminucidn del colesterol HDL), el
tabaquismo, la Diabetes Mellitus y la predisposicidon genética. Todos contribuyen al desarrollo
de la arteriosclerosis y la placa de ateroma.

Solamente 30 minutos de isquemia son necesarios para observar muerte celular y necrosis
tisular. Las primeras capas en sufrir daifios seran las mas alejadas de la luz del vaso, es decir, el
subendocardio, debido a que es la zona que mas oxigeno consume y que antes notara su déficit.
Con la ruptura de las células, se liberaran al torrente sanguineo enzimas especificas (troponinas
| y troponinas T), que permitirdn el diagndstico. Se elevaran entre 3 y 12 horas después del
infarto. La zona infartada serd reparada por los fibroblastos formando tejido conectivo denso.
Como consecuencia, la funcién cardiaca, tanto mecdnica como eléctrica, se vera interrumpida.

De forma fisioldgica, las células al ser privadas de oxigeno utilizan la glucdlisis anaerobia para
obtener energia, lo que causa un déficit de ATP. Al mismo tiempo, el aumento de residuos
metabdlicos ayuda a crear un bloqueo en la formacién glucolitica del ATP, causando un dafo
irreversible en las membranas celulares, mitocondriales y reticulo sarcoplasmaticas. Ademas,
encontraremos una sobrecarga idnica de calcio que activara las fosfolipasas de la membrana,
activando la cascada inflamatoria. De este modo, granulocitos y macréfagos acudiran al tejido
necrético para formar tejido de granulacién. La sustitucion del tejido necrdtico por tejido
cicatricial habra concluido a las 6 semanas.

El IAM se define como la presencia de dafio miocardico (elevacién de troponinas por encima del
limite superior de referencia del percentil 99) agudo junto con la evidencia clinica de isquemia
miocardica aguda y al menos 1 de las siguientes:’

- Sintomas de isquemia miocardica

- Nuevos cambios isquémicos en el electrocardiograma

- Presencia de ondas Q patoldgicas

- Deteccién de pérdida de miocardio viable mediante imagen o nuevas anomalias
regionales de la motilidad de la pared compatibles con una etiologia isquémica

- ldentificacion de un trombo coronario por angiografia o autopsia

Clasicamente se ha pensado que las células cardiacas maduras no eran capaces de dividirse, y
que por lo tanto aquellas células dafadas no podian ser reemplazadas por células musculares
nuevas. Estudios recientes de corazones extraidos en personas que recibieron trasplantes
permitieron detectar nucleos en proceso de mitosis. Aunque la proporcidn era escasa (0,1 %),
este descubrimiento abre posibles lineas de investigacion futuras, en busqueda de nuevos
métodos que induzcan la regeneracién del musculo cardiaco®.
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Figura 2. Cambios anatémicos e histoldgicos del corazén tras el infarto agudo de miocardio °

4. MANEJO CLINICO ACTUAL DEL IAM

El manejo clinico actual y las complicaciones han sido obtenidas de la Guia de la Sociedad
Europea de Cardiologia de 2017.%°

a) Manejo agudo

El manejo agudo se basa en la fibrinolisis y en la intervencidon coronaria percutdnea (ICP)
primaria. La ICP consiste en introducir un catéter a través de la arteria radial o femoral vy,
mediante rayos x, guiarlo hasta las arterias coronarias. Una vez alli, a través de la inyeccion de
contraste, se localizara y tratard la arteria/s responsables, para restablecer el flujo sanguineo.
Esta técnica es el tratamiento ideal en los pacientes con IAM con Elevacidn del segmento ST
(IAMCEST) con menos de 12 horas de evolucion de los sintomas, siempre que se pueda hacer en
los primeros 120 minutos tras el diagndstico. Es superior a la fibrinolisis siempre y cuando sea
realizada en los tiempos establecidos. Si la ICP no pudiera realizarse, es entonces cuando se
indica la fibrinolisis en las primeras 12 horas tras el inicio de los sintomas.

Dentro de las estrategias de ICP primaria, es el implante de stents la técnica que se ha visto
superior al resto, y por tanto de eleccidn. Preferiblemente se utilizan stents farmacoactivos a
stents metdlicos, ya que reducen el riesgo de repeticion del episodio.

En los infartos multivaso, habra que tratar siempre la arteria responsable, dejandose para
posteriores intervenciones aquellas arterias con lesiones pero que no son las causantes del
cuadro agudo.

Los dos predictores independientes de mortalidad a largo plazo e insuficiencia cardiaca (IC) en
los supervivientes son el tamafio final del infarto y la oclusidon microvascular, que hace referencia
a la incorrecta perfusién del musculo cardiaco que existe tras la apertura de la oclusion
coronaria. Por el momento, no existe ningun tratamiento que haya resultado para esto.

b) Manejo a largo plazo
La primera parte del tratamiento a largo plazo recae sobre las intervenciones en el estilo de vida
y el control y disminucién de los factores de riesgo cardiovasculares. Para ello, se pauta
abandono tabaquico y alcohdlico, control de peso y tensién arterial y una buena adherencia al
tratamiento médico. Ademas, la rehabilitacidn cardiaca y el retorno a la vida profesional, un buen
indicador de recuperacién, mejoran el prondstico.

La segunda parte recae sobre el tratamiento médico; el paciente deberd tomarlo de por vida:
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- Tratamiento antitrombdtico. Se recomienda la antiagregacidon indefinida con 4acido
acetilsalicilico (AAS) de por vida. Para los pacientes que fueron tratados con stent, se
recomienda antiagregacién doble con AAS + un inhibidor del P2Y12 durante un afio
(preferiblemente Ticagrelor o Prasugrel a Clopidogrel).

- Bloqueantes Beta-adrenérgicos. Reducen la mortalidad. Se recomienda su uso en todos
los pacientes, sobre todo si tienen disfuncion sistélica e insuficiencia cardiaca.

- Hipolipemiantes. Se recomienda la toma de estatinas a todos los pacientes con
antecedentes de sindrome coronario.

- Nitratos. No se deben utilizar de forma sistematica. Pueden ser Utiles en fases agudas
para la hipertensién o la insuficiencia cardiaca.

- Antagonistas del calcio. Se plantean como alternativa a los bloqueantes beta-
adrenérgicos en pacientes con enfermedad respiratoria obstructiva, siempre que no
exista insuficiencia cardiaca ni reduccién de la fraccidon de eyeccion. No se recomienda
su uso de forma sistematica tras IAMCEST, y estan contraindicados en fase aguda.

- Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECA) o Antagonistas del
Receptor de Angiotensina Il (ARA Il). Reducen la mortalidad. El uso de IECAs esta
recomendado en todos los pacientes con disfuncidn sistélica del ventriculo izquierdo,
insuficiencia cardiaca, hipertensién o diabetes, y en todo paciente con IAMCEST. En caso
de mala tolerancia o efectos adversos del IECA (habitualmente tos o angioedema) se
utilizaran ARA-Il en su lugar.

- Antagonistas del receptor mineralocorticoide. Reducen la mortalidad. Estan
recomendados en disfuncién sistdlica izquierda con fraccion de eyeccidn izquierda
inferior al 40% e insuficiencia cardiaca tras IAMCEST, ya que previenen el remodelado
cardiaco.

c) Complicaciones

Disfuncidon miocdrdica. La disfuncion del ventriculo izquierdo es la consecuencia mas frecuente
del IAMCEST. Es predictor independiente de la mortalidad. Es consecuencia directa del dafio
miocdrdico. Puede empeorar en casos de arritmias, disfunciones valvulares o complicaciones
mecdnicas. También puede haber aneurismas, formacidon de trombos o insuficiencia mitral
funcional, por dilataciones del anillo auriculoventricular o desplazamiento de los musculos
papilares, entre otras causas. También puede existir disfuncion del ventriculo derecho, que se
acompainan mas frecuentemente de arritmias ventriculares, bloqueos de conduccién y bajo
gasto cardiaco o shock.

Insuficiencia cardiaca. En relacién directa con lo anterior, es la complicacién mas frecuente y uno
de los factores prondsticos mas importantes en el IAMCEST. La disfuncidn sistélica izquierda es
el origen mas frecuente. La mortalidad se asocia a la disfuncidn sistdlica izquierda inicial y al
grado de la insuficiencia mitral.

Arritmias. También son factores prondsticos. Son frecuentes en las primeras horas post-IAM. La
incidencia de muerte cardiaca es alta, causa sobre todo de taquicardias y fibrilaciones
ventriculares. El tratamiento de reperfusidn disminuye su riesgo.

- Las arritmias supraventriculares son las mas frecuentes, afectando a 1/5 de los IAMCEST.
La presencia de fibrilacidon auricular (FA) aumenta los riesgos de comorbilidades y
complicaciones.

- Las arritmias ventriculares son consecuencia directa de la isquemia. Se recomienda el
uso de bloqueantes beta-adrenérgicos siempre que se pueda. En este caso si que es
necesario la cardioversidon eléctrica o la desfibrilacién, incluso considerar la
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administracion de amiodarona. En presencia de taquicardia o fibrilaciéon ventricular
pasada la fase aguda, habria que considerar el implante de un DAI como prevencién
secundaria de muerte subita.

- La bradicardia sinusal y el bloqueo auriculo-ventricular (BAV) es frecuente en las
primeras horas, mas si el infarto es inferior. En casos de BAV de segundo grado tipo Il y
tipo lll, estaria indicado el implante de marcapasos.

Complicaciones mecanicas. Desde la ICP primaria, ha disminuido considerablemente su
incidencia. Todas ellas son potencialmente mortales, por lo que es fundamental su diagnéstico
y tratamiento precoz.

- Rotura de la pared libre. Es poco frecuente, se presenta sobre todo cuando hay infarto
transmural. Se desarrolla hemopericardio y taponamiento cardiaco que llevan al shock
subito, causando la muerte. Aparece durante la primera semana.

- Rotura del septo interventricular. Suele presentarse con rapido deterioro clinico, IC
aguda o shock cardiogénico, durante las primeras 24h o los primeros dias.

- Roturadel musculo papilar. Se produce una insuficiencia mitral aguda que aparece entre
el segundo y el séptimo dia post-IAM. Se presenta como un deterioro hemodindmico
subito con disnea aguda, edema pulmonar o shock cardiogénico.

Pericarditis y derrame pericdrdico epistenocardico. Pueden aparecer precozmente o tras 1 o 2
semanas. Probablemente sea de causa inmune, debido al dafo cardiaco. El tratamiento es el
mismo que el habitual.
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NUEVAS ESTRATEGIAS

La alternativa al tratamiento médico expuesto anteriormente es el trasplante cardiaco. Sin
embargo, este presenta varios inconvenientes como la necesidad de inmunosupresién de por
vida, las complicaciones quirurgicas de la operacién o la complejidad de la misma. Pero sin duda,
el factor limitante mds importante es la escasez de corazones humanos. Por ello, existen unas
indicaciones generales para el trasplante que apenas han cambiado desde 2006, y que son: !

- Compromiso hemodinamico por insuficiencia cardiaca.

- Shock cardiogénico refractario.

- Dependencia de farmacos inotrdpicos para mantener una adecuada perfusion.

- Volumen de oxigeno maximo inferior a 10mL/kg/min.

- Isquemia miocardica severa con limitaciéon de la actividad diaria e imposibilidad de
someterse a cirugia de revascularizacion o angioplastia percutanea.

- Arritmias ventriculares sintomaticas recurrentes refractarias a todos los tratamientos.

Debido a esto, se comenzd a investigar en otras formas de regenerar el tejido cardiaco, mejorar
la funcién del corazén dafiado o incluso se intentaron recrear nuevos corazones artificiales. A
continuacidn, se expondran algunas de las lineas de investigacion en las que mas trabajos se han
realizado durante los ultimos afios.

TERAPIA CELULAR

Como hemos comentado anteriormente, el IAM produce la pérdida de millones de
cardiomiocitos, y la capacidad de regeneracién de estos es bastante escasa, por lo que
finalmente se produce la formacidn de tejido cicatricial. Es este proceso de remodelado lo que
acabara produciendo la dilatacion de las cavidades y la insuficiencia cardiaca. Sin embargo, no
solo la extension del infarto se correlaciona con la remodelacién posterior; sino que también
estan implicadas la respuesta inmunitaria a nivel sistémico y la respuesta inflamatoria a nivel
cardiaco. Concretamente, es la respuesta inflamatoria la encargada de determinar el grado de
recuperacion a nivel cardiaco. Esta se encarga de eliminar las células necrosadas y de emitir
sefiales moleculares indispensables para su reparaciéon, pero una respuesta excesiva y/o
prolongada en el tiempo aumentan el dafo que se ha producido, ya que las vias de sefalizacion
entre la inflamacién y la sefializacién fibrogénica estan muy relacionadas. Las principales células
implicadas en estos procesos de inflamacidn que causan dichos efectos deletéreos son los
neutréfilos y los macréfagos??.

Conociendo esto, una estrategia terapéutica podria ser la modulacién de la respuesta
inflamatoria post-IAM. Se ha demostrado que la modulacién de la inflamacién en las fases
tempranas ayuda a reducir la lesién y la necrosis de los cardiomiocitos, y que la disminucidn de
las senalizaciones proinflamatorias reduce la apoptosis durante la fase de remodelaciéon
cardiaca, reduciendo asi la cicatrizacion.

Pese a que estas estrategias inmunomoduladoras se han visto muy positivas, el uso de
inmunosupresores no mejora la funcién cardiaca’®* y el uso de corticoides y AINEs asocian un
incremento de la mortalidad y del riesgo de infarto recurrente>?6,

Pero ademds del control de la respuesta inflamatoria, para reparar el tejido afectado es necesario
un nuevo tejido funcional. Aunque se han descrito evidencias de que la capacidad regenerativa
en el miocardio humano existe, parece que esta es minima. Ademas, no existe tampoco una clara
evidencia para la identificacion de la célula madre cardiaca en mamiferos. Pese a ello, estas
estrategias han sido ampliamente estudiadas debido al gran potencial de diferenciacidon que
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tienen las células madre de otras lineas celulares. Con su uso, a priori, se conseguiria reponer el
tejido cardiaco y conseguir una estrategia inmunomoduladora para la reparacién del miocardio
dafiado. Sin embargo, algunos estudios sugieren que las mejoras funcionales estdn relacionadas
con las funciones paracrinas e inmunomoduladoras de las células madre, mas que por la
reposicion celular.

Las células madre pluripotenciales inducidas (iPSC) fueron las que se estudiaron primero y sobre
las que mas informacion se tiene. Ademas, comentaremos las células madre mesenquimales
derivadas de la médula ésea (MSC) y las células derivadas de la cardiosfera (CDC), que son las
dos siguientes mas usadas, pero hay muchas mas lineas celulares que han sido objeto de estudio.

Células Madre Pluripotenciales inducidas (iPSC)

Las iPSC surgen de la reprogramacién de fibroblastos humanos y de ratén a un estado de
pluripotencialidad similar al que tienen las células madre embrionarias (ESC), mediante la
expresion forzada de algunos genes como Oct3/Oct4 o Sox2, con la ventaja de que estas no
tienen los inconvenientes éticos de las ESC, ya que pueden inducirse a partir de fibroblastos
autdégenos del paciente. Tanto las iPSC como las ESC pueden diferenciarse en cualquier tipo de
célula del cuerpo.

Con el descubrimiento de las iPSC se empezd a investigar en la regeneracion de tejido cardiaco.
Se vio que en cultivo se podia inducir a las iPSC para producir cardiomiocitos de alta pureza en
14 dias. En ratones, se transplantaron células cardiacas derivadas de iPSC (iPSC-CM) para el
tratamiento del IAM, que mejoraron la funcidn ventricular y redujeron la remodelacién
patoldgical’8,

En otro modelo de primates no humanos con dafio cardiaco, la inyeccion intramiocardica de
iPSC-CM mejoraron la funcién cardiaca, y tuvieron un buen acoplamiento eléctrico con las
células del huésped. Sin embargo, se detectaron un incremento de arritmias cardiacas®.
Ademas, se vio que la tasa de injerto no era muy alta.

Para paliar este problema, se pensé en fabricar un parche de musculo cardiaco, que combinaba
varias lineas de células derivadas de iPSC, como células endoteliales y de musculo liso, para
mejorar la funcionalidad. Se vio que semanas después, hubo buena integracién en el miocardio
del huésped y se generd un sarcémero organizado. Mediante este sistema de parche epicardico,
se logré la regeneracién sin la induccidn de arritmias®.

También se disefiaron parches de musculo cardiaco humano con dimensiones clinicamente
relevantes (4 cm x 2 cm x 1,25 mm) para tratar el IAM en cerdos, que consiguieron mejorar la
funcién cardiaca y reducir el tamafio del infarto sin aumentar la aparicién de arritmias?Z.

Por todo ello, se ha propuesto este método como una forma eficiente de reparacién miocardica,
aunque algunos beneficios se han atribuido principalmente a los efectos paracrinos, mas que a
la sustitucidn de la cicatriz®.

INGENIERIA DEL TEJIDO CARDIACO 15



Direct application of PSC-CMs = : Cell-sheet comprised of
y PSC-CMs and ECs
PSCs
@ CMs
hPSC-CMs

EC network

C  PSC-CMs embedded into hydrogel E PScC-Cardiac progenitor cells
scaffold with PSC-ECs and PSC-SMCs . embedded in fibrin-patch

2:;3:' ShCS D PSC-CM-derived paracrine factors S ARG

PSC-CMs
= @ Anti-apoptotic (TNFa)

o
Angiogenic (IL8, PIGF1,
b S GCSF, VEGF)

% Pro-migratory (SDF1a,
TNF-a, VCAM1, PAI1)

progenitors

Figura 3. Terapia celular cardiaca con PSC%.

Células madre mesenquimales derivadas de la médula dsea (MSC)

Las MSC son un tipo de células estromales que se obtienen de distintos tejidos adultos, como el
tejido adiposo, tejido conectivo, corddn umbilical o médula dsea. Se puede conseguir su
diferenciacién in vitro a células de distintas lineas como osteoblastos, adipocitos o condrocitos,
entre otras.

Dentro de los distintos tipos de MSC, las células madre mononucleares de médula dsea autdlogas
(BMMNC) son el tipo de célula mas utilizado clinicamente para la cardiopatia isquémica.

Se comenzaron a utilizar sobre el tejido cardiaco inicialmente por su amplia capacidad de
diferenciacion, tras lo que se vio que los MSC no podian formar cardiomiocitos después de la
implantacién, pero que tenian una gran potencia paracrina con efectos muy positivos, influyendo
asi sobre factores de crecimiento, citocinas, etc. que intervenian sobre los procesos de
cicatrizacion®,

Ademas, son capaces de regular la respuesta inmune: pueden cambiar la funcidn y los fenotipos
de los leucocitos a través del contacto celular directo o de factores solubles. También influyen
sobre la actividad de los neutrdfilos, la polarizacién de los macréfagos y la proliferacion de los
linfocitos T.

En cuanto a los diversos estudios que hay sobre este tipo de células, en varios de ellos en estadios
preclinicos se observd una regeneracion vascular y una buena resolucién de la inflamacion,
ademads de una mejoria de la fraccidn de eyeccidn®>?®. En ensayos clinicos se vieron mejorias de
la perfusidony de la funcién cardiaca tras la inyeccidn intravenosa de MSC procedentes de cordén
umbilical humano??® y de médula 6sea® para el tratamiento de IAM.

Células derivadas de la cardiosfera (CDC)

Las CDC hacen referencia a poblaciones de células madre derivadas del corazén, similares a las
MSC. Mediante biopsias de tejido cardiaco y su posterior cultivo, conseguimos grupos
multicelulares esféricos llamados cardiosferas (CDC).
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Al igual que en el caso anterior, se presupuso que las CDC ayudarian a la reparacidn cardiaca
mediante la diferenciacion celular en células cardiacas. Sin embargo, se vio que esto no era asi,
que su diferenciacién hacia los cardiomiocitos era limitada, y que la mayor parte de sus efectos
positivos era gracias a los efectos paracrinos. Al igual que las MSC, tienen efectos
inmunomoduladores, disminuyendo la proliferacidn y activacién de linfocitos y la polarizacion
de macréfagos, entre otros.

Los implantes intramiocdrdicos de CDC demostraron atenuar la remodelaciéon cardiaca y
conservar la funcién de eyeccién?3. En el estudio CADUCEUS, el primer ensayo clinico que se
realizd, se demostrd la seguridad y eficacia de la infusidn intracoronaria de CDC autdlogas. Se
observé una mejora del tamafio de la cicatriz, de la masa cardiaca viable y de la contractilidad
regional, mejorando la funcién regional de la zona afectada3%2,

Efectos paracrinos

Aunque las expectativas de la terapia celular era reponer las células perdidas, la tasa de injerto
es muy baja debido al rechazo inmunoldgico. Lo que si ha destacado han sido las funciones
paracrinas que realizan estas células madre. Mediante la secrecion de distintas sustancias,
consiguen incrementar la angiogénesis, modular la inflamacion, apoptosis y fibrosis, a la vez que
frenar el remodelado, entre otras funciones. 2
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Figura 4. Influencia de los exosomas secretados en la terapia celular sobre el tejido cardiaco®.

TERAPIA ACELULAR

La pérdida de las células inyectadas y del injerto causada por el rechazo inmunitario postulan la
terapia acelular como una alternativa. En esta, se utilizan solamente los factores paracrinos, que
han sido los que han demostrado suponer mejoras significativas. Estos factores paracrinos
secretados o secretoma pueden recolectarse y utilizarse como terapia acelular. Dentro de estas
moléculas activas encontramos exosomas, microARN, factores de crecimiento y vesiculas
extracelulares, entre otras. Esta terapia sin células madre supone una alternativa clinica factible,
capaz de reducir los inconvenientes del uso de células, como la respuesta inmunitaria.
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Pese a que el papel de estos productos paracrinos ha sido estudiado, lo mas probable es que no
sean suficientes como para satisfacer las necesidades médicas que se buscan en cuanto a la
reparacion muscular cardiaca. Por tanto, es mas probable que se desarrolle como un tipo de
fadrmaco capaz de prevenir o retrasar la progresién, y no como un tratamiento que lo solucione??.
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Figura 5. Ventajas y desventajas de la Terapia Celular y Acelular'?.

HIDROGELES

Otra alternativa que se ha utilizado en la ingenieria de tejidos son los biomateriales. Estos
biomateriales pueden formarse con materiales naturales, sintéticos o mezcla de ambos. Ademas,
existen multiples presentaciones, siendo la principal en forma de hidrogeles inyectables,
utilizado en multiples aplicaciones en ingenieria de tejidos cardiacos. Estos son tan atractivos
porque se puede lograr su inclusion en el miocardio mediante técnicas minimamente invasivas,
como un catéter,

Un punto positivo a su favor es que los hidrogeles inyectables pueden ensamblarse facilmente
en una red polimérica tridimensional con alto contenido en agua. Funcionan con buenos
resultados en los sistemas bioldgicos, debido a una alta permeabilidad, biocompatibilidad y facil
degradacién. Ademas, son perfectos para el ambiente cardiaco, ya que pueden modificar sus
propiedades quimicas, fisicas y eléctricas, adaptandose a las propiedades conductoras del
corazén. También puede adaptar su rigidez a las contracciones cardiacas, una caracteristica de
este 6rgano que supone uno de los principales inconvenientes en su reparacion. Ademas,
pueden utilizarse como medio de secrecion de factores de crecimiento, farmacos, células, genes,
métodos virales... Lo que permite su administracion de forma controlada en el lugar deseado,
consiguiendo una terapia localizada eficiente.

Existen dos estudios clinicos en los que, a priori, el uso de hidrogeles se considerd bien tolerado
y supusieron mejoras clinicas, con preservacion de la funcién cardiaca y disminucion de los
sintomas. Sin embargo, en uno de ellos se observd un incremento de la mortalidad en los

primeros 30 dias tras la inyeccidn, algo que no ocurrid en el grupo control**3,
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En cuanto al material de estos hidrogeles, podriamos clasificarlos en materiales naturales o
materiales sintéticos.

Polimeros naturales

Los materiales naturales al conservar sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas, presentan una
gran compatibilidad con el huésped. Se utilizan materiales como el coldgeno, la fibrina o el acido
hialurénico, que son proteinas/polisacaridos que permiten la absorcidn de agua, lo que permite
la facil difusién de nutrientes y desechos, mejorando la supervivencia y motilidad celular. Por
contrapartida, son materiales que se degradan rapido, presentan propiedades mecdnicas y
eléctricas insuficientes y no tienen propiedades antioxidantes.

Algunos ejemplos de los materiales naturales mas utilizados son:

- Polimeros de colageno

- Polimeros de fibrina

- Matriz extracelular descelularizada
- Quitosanos

- Alginato

Por sus propiedades variables, riesgo inmunogénico y rigidez débil son inadecuados para
aplicaciones clinicas.

Polimeros sintéticos

A raiz de las desventajas que presentaban los polimeros naturales, se comenzd a investigar en
materiales sintéticos que evitaran estas propiedades y conservaran solamente las positivas.
Mediante cambios en los procesos de sintesis, se puede influir en la resistencia mecdnica, la
porosidad y muchas otras propiedades del polimero. Estos materiales son mucho mas
controlables, pudiendo asi fabricar un producto mas predecible y con un riesgo de rechazo
inmunolégico menor.

Algunos ejemplos de estos polimeros sintéticos son:

- Polietilenglicol

- Poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm)

- Materiales a base de anilina

- Hidrogeles de metacriloilo de gelatina hibridos

Desafios

Ni los materiales sintéticos ni los naturales son perfectos. Los sintéticos presentan mayor control
sobre las propiedades biogquimicas y mecanicas y son mas estables y reproducibles, aunque
carecen de lugares especificos para la adhesion celular, y son por tanto menos biocompatibles.
Los naturales, por su parte, si tienen estas propiedades de biocompatibilidad, pero su rapida
degradacién, las malas propiedades mecanicas y eléctricas y la falta de propiedades
antioxidantes los alejan de ser idéneos. Por ello, lo que se ha comenzado a plantear es el
desarrollo de materiales hibridos, que mezclen las caracteristicas positivas de ambos y puedan
mejorar sus flaquezas.

Ademas, las nuevas investigaciones deben enfocarse también en responder distintos
paradigmas:
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- Desarrollar un hidrogel que cubra todos los requisitos necesarios.

- Concretar la dosis de hidrogel, el momento adecuado en el que inyectarlo y el despliegue
del material son otros factores clave que necesitan mas investigacion.

- Undiseno de catéter adecuado.

- Comprender el mecanismo de lesidon exacto, para desarrollar materiales enfocados en
suplir esas lesiones. 3
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INGENIERIA DE TEJIDOS y APLICACIONES EN CARDIOLOGIA

A raiz de las anteriores lineas de investigaciones, surgio la ingenieria de tejidos. Esta se define
como la practica de combinar andamios, células y moléculas biolégicamente activas en tejidos
funcionales. Su principal objetivo es conseguir creaciones funcionales que recuperen,
mantengan o mejoren a los tejidos daflados o a drganos completos.

PARCHES CARDIACOS

Tras los resultados en investigacidn de la terapia celular e hidrogeles, se comenzé a investigar la
forma de paliar sus limitaciones, como la baja estabilidad, su limitada vida media o el rechazo
inmunolégico. Para ello, se pensd en su unidn; utilizar estas células madre en combinacién con
materiales como hidrogeles, cambiando asi el método de administracidn. Estos parches estdn
compuestos bdsicamente por un sustrato y por los ingredientes terapéuticos®’, que
expondremos a continuacion.

Fuentes de células

Las fuentes de células utilizadas en los parches cardiacos son basicamente las investigadas para
la terapia celular: células madre mesenquimales, células de la cardiosfera, células madre
pluripotenciales inducidas, ...

Parche acelular (biomoléculas activas)
En este caso, los materiales utilizados son los comentados en el epigrafe de la terapia acelular,
como son los factores de crecimiento, las vesiculas extracelulares o los microARNSs, entre otros.

Materiales para la fabricaciéon del parche

Debido a la accidn mecanica del corazén y a la bioactividad inestable de las células y moléculas
bioldgicas, se necesita gran cantidad de sustrato para lograr un buen microambiente celular que
sea adecuado para la regeneracidn cardiaca, asi como para conseguir un dptimo soporte
mecanico. Tal y como se ha comentado en otros apartados, es muy importante una buena
biocompatibilidad, resistencia mecdnica y biodegradabilidad entre los materiales utilizados y el
tejido cardiaco. Para ello, se utilizaron andamios o “scaffolds” de distintos materiales, orientados
a este propdsito. Segun el origen del material diferenciamos sintéticos o naturales.

Materiales sintéticos

Los materiales sintéticos tienen la ventaja de ser reproducibles y han mostrado cumplir los
requisitos fisico-mecdnicos necesarios para su aplicabilidad. Algunos de los mas estudiados han
sido el alcohol vinilico o PVA, el acido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA), el acido poli(L-lactico)
(PLLA) y los poliuretanos (PU).

A través de un polimero sintético y gracias a sus propiedades mecdnicas, posibilitan un facil
enlace entre las células contenidas y el miocardio a tratar.

En la terapia con células madre, se presentaba el problema de que era complicado administrar
los factores secretados en la region a tratar; el parche de microagujas permite solucionar esos
problemas. En un estudio reciente, se utilizd un parche con microagujas integrado en células
estromales cardiacas buscando una regeneracién cardiaca post-lAM. En este modelo, las
microagujas poliméricas sirven para crear "canales" entre el miocardio del huésped y las células
madre terapéuticas, permitiendo que los factores regenerativos secretados por estas células se
liberen en el miocardio lesionado, promoviendo la reparacién cardiaca. En el estudio en ratas,
la aplicacién del parche aumento las funciones cardiacas y la angiomiogénesis. En el estudio en
cerdos, la aplicacién del parche no fue téxica y aumentd la proteccion de la funcién cardiaca®.
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Como hemos dicho, estos materiales destacan por sus propiedades mecdnicas, sobre todo su
resistencia. Esto los hace una buena opcidn para la construccion de parches epicdrdicos
acelulares, que muestran una gran eficacia terapéutica en la reconstruccion de tejidos cardiacos.
En modelos con ratas, un parche viscoeldstico adhesivo mostré revertir la remodelacién del VI
post-IAM. Este parche estaba hecho de hidrogel transparente entrecruzado idnicamente,
adaptandose asi a la deformacién ciclica del miocardio, revirtiendo la remodelacion y
restaurando la funcién cardiaca®.

Las ventajas de los materiales sintéticos es que, al no contar con biomoléculas ni células, son
superiores en el almacenamiento a largo plazo, mantienen una calidad estable y su proceso de
fabricacidn es sencillo.

Materiales naturales

Por su parte, los materiales naturales muestran como principal ventaja frente a los sintéticos una
biocompatibilidad y una conservacidon de la estructura muy superior, logrando imitar el
microambiente celular. Pueden ser derivados de fuentes in vivo o de origen natural. Algunos de
los mas utilizados son el colageno, la fibrina, el alginato, el acido hialurdnico, la gelatina y la
matriz extracelular (ECM) descelularizada.

De todos ellos, el mas utilizado es el colageno, debido a que posee una antigenicidad muy baja
y unas amplias propiedades quimiotacticas, lo que propicia un entorno muy similar al del tejido.

En la actualidad, el material que mads se esta estudiando es la ECM descelularizada, que
proporciona un entorno adecuado para permitir los procesos de regeneracién cardiaca. Puede
obtenerse del corazdn (sobre todo miocardio y pericardio) o de fuentes no cardiacas, como de
la submucosa del intestino delgado o de la matriz de la vejiga. Sin embargo, la dificultad para
retener la viabilidad celular continda siendo un problema. Para ello, se crearon células
estromales cardiacas sintéticas (synCSC), a partir de las cuales fabricaron un parche cardiaco
terapéutico®, consiguiendo aumentar la conservacién del implante durante mucho més tiempo.
La funcién de reparacion cardiaca se confirmé en un modelo de rata, y se probd también con
buenos resultados en un modelo porcino.

Las buenas propiedades de la ECM descelularizadas han abierto nuevos horizontes para el uso
de nuevas tecnologias como la impresién 3D.

Debido a que la respuesta inmune anti-implante sigue siendo un problema, recientemente se
desarrollé una biotinta adaptada para impresion 3D a partir de hidrogel de ECM*L, En este caso,
el ECM se generd a partir del epipldn del paciente, por lo que no se generd ningln tipo de
inmunidad.
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Figura 6. Fabricacion de parches cardiacos a partir de distintos materiales.

Parches cardiacos sin andamios

Pese a que los parches con andamiaje han demostrado numerosas ventajas, que contengan
materiales inmundgenos hace que persistan los fenémenos de inmunidad y arritmogenicidad.
Para evitar esto, se comenzaron a desarrollar los llamados parches sin estructura. El que ha
conseguido resultados mdas prometedores ha sido el de laminas de células, consiguiendo un
microambiente biomimético con buena comunicacidn intercelular®. Esto se consigue mediante
un recubrimiento de poli-N-isopropilacrilamida sobre una placa de cultivo celular. Este polimero
tiene la capacidad de que, cuando la temperatura pasa de 372C (temperatura de cultivo de las
células) a 202C, su superficie pasa de ser hidrofdbica a hidrofilica debido a la transformacién de
la conformacion. Asi, las células solo se adhieren a la superficie hidréfoba y se separan de la
superficie hidrofila. Después, las células, a 209C, se desprenderan espontaneamente

El primer estudio en humanos con laminas de células fue en 2012, recibiendo un implante de
[dminas de células de mioblastos esqueléticos. Actualmente, se han demostrado ventajas en la
regeneracion cardiaca de las células madre derivadas del tejido adiposo, capaces de mejorar la
secrecién de VEGF. Ademas, estas terapias han demostrado disminuir la arritmogenicidad, uno
de los grandes inconvenientes que se buscaban mejorar.

Limitaciones y nuevas direcciones

Los parches cardiacos necesitan la cirugia abierta para su implantacidn. El paciente objetivo, que
acaba de sufrir un infarto, no siempre es funcionalmente apto para este tipo de operaciones, por
lo que deberian buscarse nuevos métodos minimamente invasivos. También seria interesante la
busqueda de nuevos métodos de fabricacién, como la ingenieria 3D.

Ademas, mejorar la biocompatibilidad de los materiales sigue siendo algo primordial para
conseguir llegar a los ensayos clinicos, ya que la respuesta inmune sigue siendo un importante
inconveniente.

La biodegradacion es otro elemento importante, ya que el rechazo inmunoldgico durard mas en
los parches que mas tarden en degradarse.
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La capacidad de integracion de los parches es muy importante para realizar su funcidn, sin
embargo, la adhesidn al tejido provoca importantes efectos secundarios. Recientemente se ha
descubierto que la modificacién de la superficie reduce la adhesién tisular, para lo que seria
importante el uso de polimeros, que tienen esta capacidad.

Otra linea de investigacidon es mejorar el almacenamiento a largo plazo; la manera de conservar
la viabilidad y la funcionalidad de las células continla suponiendo un problema para la
produccidn a gran escala de estos parches terapéuticos®.

ANDAMIOS DE MATRIZ EXTRACELULAR DESCELULARIZADA

Otro modelo ampliamente estudiados en los ultimos afios han sido los andamios de matriz
extracelular, debido a la buena biocompatibilidad y bioactividad. Entre ellos, destacan los
andamios de matriz extracelular descelularizada (dECM), obtenidos a partir de tejidos u 6rganos,
tanto humanos como animales, eliminando los componentes celulares inmunogénicos que hay
en ellos.

En los andamios de dECM encontramos la ECM, formando el marco tridimensional, y numerosas
macromoléculas extracelulares, que ejercen diferentes funciones segun sus propiedades:

- Colageno: proporciona resistencia a la traccion y conecta el marco del tejido u érgano.
Lo encontraremos en la mayoria de sistemas esqueléticos y tejidos blandos.

- Elastina: proporciona elasticidad y aumenta la hemocompatibilidad. Formard parte de la
mayoria de tejidos blandos.

- Fibronectina: esta implicada en multiples funciones celulares, ya que se une a
proteoglicanos, glicosaminoglicanos, fibrina, heparina, ... También estard en la mayoria
de los tejidos.

- Laminina: promueve la adhesién y la migracidon celular. Se encuentra en todas las
membranas basales, y es indispensable para la integridad de los epitelios.

- Proteinas matricelulares: contienen lugares de anclado para proteinas estructurales y
receptores de superficie modular, ademdas de modular la actividad de determinados
factores de crecimiento. Se encontrara en los tejidos vasculares.

Las sefiales bioquimicas y las propiedades mecdnicas fisiolégicas se mantienen tras los procesos
empleados para la descelularizacion, lo que proporciona un medio adecuado para el soporte
mecdnico y un modelo bioldgico correcto para la siembra celular. Esto confiere a la dECM unas
propiedades idoneas para la restauracion de drganos dafiados, la regeneracion de tejidos
endogenos y el reemplazo de érganos.

Estos andamios de dECM los podemos clasificar principalmente en dos tipos:

- dECM derivada de érganos o tejidos: poseen la arquitectura 3D natural del érgano o el
tejido elegido, eliminando los componentes inmunogénicos y preservando la matriz
extracelular no inmunogénica, que posteriormente se sembrara con células. Este
andamio mantiene la morfologia de los poros y la alineacion de las fibras de coldgeno,
lo que mejora la adhesién, proliferacion y diferenciacion celular. Ademas, las
propiedades mecdnicas y las condiciones microambientales son mas similares a la ECM
nativa que la dECM acelular.

- dECM acelular o dECM derivada de células: se obtiene a partir de cultivos de células in
vitro. Una vez las células secretan una ECM especifica, esta se descelulariza. El
inconveniente principal es que es mucho mas dificil de conseguir que la anterior. Sin
embargo, podria reducir el riesgo de transferencia de patdgenos causada por la ECM
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alogénica, ademas de disminuir e incluso eliminar las respuestas inmunitarias del
huésped hacia las ECM xenogénicas.

Técnicas de descelularizacion

Con “descelularizacidon” nos referimos a la eliminacion de los componentes celulares de un tejido
u drgano, manteniendo su arquitectura y propiedades originales. Para ello, existen numerosas
técnicas. Expondremos algunas de las mas comunes a continuacion:

Tratamientos fisicos

Modulan las caracteristicas fisicas, como la temperatura, la fuerza y la presién, con el objetivo
de facilitar el enjuague de las soluciones detergentes, la rotura de las membranas celulares y la
eliminacion del contenido celular. Algunos de los mas utilizados son:

- Ciclos de congelacion-descongelacidén: es un proceso repetitivo en el que hay una
liofilizacidn en nitrégeno y una posterior descongelacién en solucidén tampdn. Con ello
se consiguen desintegrar las membranas celulares y se promueve la lisis celular. La
separacion de las células de la ECM se consigue mediante la formacién de cristales de
hielo intracelulares que se generan mediante el proceso.

- Inmersidn y agitacidén: se sumergen los tejidos en distintas soluciones con agitacién
mecanica constante. Esta combinacién favorece la ruptura de las células, el
desprendimiento de las membranas y los componentes celulares. Este método es el mas
adecuado para las partes mas pequefias y fragiles de los drganos y tejido.

- Perfusidn: consiste en la canulaciéon de los tejidos u drganos, para posteriormente
establecer un canal para la circulacién de los agentes descelularizantes a través del
sistema vascular intrinseco. Es el método utilizado para los tejidos mas grandes u
drganos completos.

Tratamientos quimicos
En este caso, se rompen los enlaces y se eliminan los componentes celulares mediante
detergentes y agentes quimicos.

- Detergentes idnicos y no idnicos: son sustancias anfipaticas solubles, que interrumpen
las interacciones hidrofébicas-hidrofilicas intermoleculares. Eliminan los componentes
celulares inmunogénicos solubilizando las membranas celulares y disociando el ADN de
las proteinas. El inconveniente es que, al alterar y disociar las proteinas, pueden dafar
la estructura del ECM. La principal diferencia es que el detergente no idnico es menos
agresivo, y tiene menos efectos adversos.

- Acidos y bases: catalizan la degradacién hidrolitica de biomoléculas, componentes
citoplasmaticos y dacidos nucleicos. Al igual que los detergentes, pueden dafiar la
estructura del ECM vy alterar sus componentes. Los acidos mds utilizados son el acido
peracético (PAA), el acido clorhidrico y el acido acético, mientras que las bases mas
utilizadas son el hidréxido de amonio, el hidréxido de sodio y el sulfuro de sodio.

- Soluciones hiperténicas e hipotdnicas: el uso de soluciones con una concentracion de
soluto distinta a la de las células es util para eliminar sus componentes celulares, ya que,
mediante un efecto osmético, induce la lisis, la deshidratacion y la muerte celular de los
tejidos, consiguiendo la descelularizacion. La eliminacién de las proteinas se logra
mediante soluciones hipertdnicas y la de los nucleos y el ADN mediante soluciones
hipoténicas. Un inconveniente destacable que tienen es que necesitan ser combinados

INGENIERIA DEL TEJIDO CARDIACO 25



con detergentes o enzimas para conseguir la eliminacién completa de los residuos
celulares.

Tratamientos enzimaticos

Rompen cadenas especificas dentro de fragmentos celulares o adherencias de matriz celular. La
mas utilizada es la nucleasa, una enzima que cataliza la hidrélisis de las cadenas de
desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos, colaborando en la eliminacion celular. La nucleasa
tipica es la DNAasa, debido a la especificidad para eliminar el ADN y retener proteinas. Esta se
utiliza generalmente después de los detergentes, que aumentan la porosidad, permitiendo que
entre mas facilmente, ayudando asi a eliminar los acidos nucleicos residuales y los desechos
celulares.

Combinacion de tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos

Todos estos métodos son capaces de eliminar componentes celulares, pero también de dafiar la
composicion y estructura del ECM, y de alterar sus propiedades. Por ello, para minimizar los
dafios y maximizar la eliminacién del contenido celular, estos métodos deben combinarse, ya
que el uso de cualquiera de ellos por si solo es insuficiente. *

Figura 7. Descelularizacién de corazén de rata®.

Postprocesamiento de los andamios
Tras las técnicas de descelularizacion, los dECM deben someterse a determinadas técnicas para
mejorar sus condiciones:
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- Esterilizacion: para eliminar los componentes toxicos y los microorganismos y mejorar
su biocompatibilidad. Hay que tener en cuenta que estas técnicas pueden producir
cambios en las propiedades fisico-quimicas, como la ruptura de cadenas
macromoleculares.

- Entrecruzamiento o reticulacion: para mejorar la resistencia mecdnica y poder garantizar
una estructura estable.

- Modificacion: aumenta la densidad de los poros y mejora la infiltracidn celular. Esto se
consigue mediante técnicas como el laser o el electrohilado.

Recelularizacién de los andamios
Tras la descelularizacion y el postprocesamiento, el siguiente paso es la repoblacién de los
andamios de dECM. Para ello, existen dos aproximaciones:

La primera consiste en introducir de manera exdgena las células. Para ello, las células madre
embrionarias (ESC) han sido las mas utilizadas, y no sélo en tejido cardiaco, también en otros
como cérnea y rifidén. Sin embargo, como ya se ha mencionado, por cuestiones éticas el uso de
estas células estd estrictamente regulado, por lo que actualmente las investigaciones se centran
en el uso de las iPSCs, ya que se pueden conseguir perfiles de expresion génica muy parecidos a
los de las ESC y se evitan los condicionantes éticos. Ademas, algunos estudios muestran que la
combinacion de andamios dECM junto con células derivadas de iPSC pueden mejorar el fenotipo
y la viabilidad de estas ultimas. Esta combinacién ya se ha probado en drganos como rifién,
pulmdn y pancreas, ademas de corazdn. Los principales inconvenientes de estas estrategias son
la contaminacién celular, la vida corta del trasplante, el aumento de la transmision de
enfermedades y la obstruccion microvascular.

Para evitar estos inconvenientes, se desarrollé una segunda estrategia libre de células, en la que
se busca implantar el biomaterial e intentar que las células del tejido sano circundante invadan
el andamio, es decir, se busca el reclutamiento de las células madre enddgenas en el sitio
dafiado. Para que esta estrategia funcione, son necesarios factores de estimulacién y
reclutamiento en el lugar de la lesién, que induzcan la proliferacidon y diferenciacién celular,
contribuyendo a la regeneracion del tejido. *3

El crecimiento de las células se realizard en un biorreactor, que permitird las condiciones
adecuadas para que esto suceda.

WHOLE HEART ENGINEERING

Decellularization Recellularization Perfusion and nutrient-rich ~ Growth fac(or s {ind other
environment stimuli

Decellularized Seeding the ECM Growthin a Bioengineered

Native heart ECM scaffold with stem cells Bioreactor whole heart

Figura 8. Esquema del proceso completo de descelularizacidn y repoblacion®.
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Aplicaciones en cardiologia
Las matrices extracelulares descelularizadas han tenido un importante desarrollo en la ultima
década, tanto que ademas de haber multiples ensayos preclinicos, algunas estrategias han
conseguido superar la barrera de los estudios clinicos, llegando a probarse en humanos, como
comentaremos posteriormente.

Las dos estrategias principalmente utilizadas con este material han sido los parches cardiacos y
los andamios inyectables. #°

Modelos murinos

En cuanto al uso de parches, Sarig et al comparoé el uso de un andamio de ECM cardiaca (cECM)
en el tratamiento del infarto de miocardio tanto agudo como crénico. En ambos, el tamafio del
infarto disminuyd, mejoré el diametro del ventriculo izquierdo y aumenté el grosor de su pared
en comparacion con los no tratados. Ademas, en el infarto agudo de miocardio mejoraron la
fraccidon de eyeccidon y otros parametros funcionales®®. En otro estudio se observé que los
parches con cECM disminuyeron la distensibilidad mecanica, inhibieron el deterioro miocardico
y redujeron la cicatrizacidn, a la vez que mejoraron la angiogénesis*’.

Por otro lado, tenemos a los materiales inyectables, que se pueden administrar a través de
catéteres, de forma menos invasiva, reduciendo asi el potencial de infeccion. Otra ventaja es que
estos materiales se pueden incorporar en todo el miocardio, mientras que los parches solo
actdan a nivel local. Un estudio mostré que en el miocardio inyectado con cECM se observaba
una reduccién de la fibrosis e hipertrofia y se encontraban menos alteraciones en el metabolismo
tisular, en la apoptosis y en las respuestas inmunes alteradas, a la vez que se producia un
aumento de la angiogénesis y el desarrollo vascular®®. En otro estudio con ECM de miocardio de
pez cebra (zECM) se observd la recuperacién funcional cardiaca y la reparaciéon de los corazones
después del infarto, a la vez que se redujo la dilatacién del ventriculo izquierdo (VI)*.

Modelos porcinos

En un estudio de modelo porcino en el que se utilizé cECM inyectable 2 semanas después de la
induccion del infarto de miocardio, se observé un aumento significativo de la fraccion de
eyecciony en el movimiento de la pared cardiaca. Ademas, el tamafio del infarto y la cicatrizacion
disminuyeron. La inyeccion de cECM no afectd el tejido periférico, la quimica sanguinea ni el
ritmo cardiaco®.

En otro estudio basado en la aplicacidn de parches de ECM sobre el epicardio (CORMATRIX)®?, se
observé una mejora sobre el grosor epicardico y miocardico, sin causar constriccion miocdardica
ni fibrosis. También se vio que la vascularizacién en la regidon infartada aumentd
significativamente. En un estudio diferente de modelo ovino, el parche mostré buena
contractilidad, sefial eléctrica organizada y buena alineacién celular. Los parches se integraron a
los 5 meses, mostrando una rigidez similar a la del miocardio®2.

Modelos humanos: avances clinicos

En humanos ya se habian probado materiales derivados de las dECM en estudios clinicos, pero
no andamios de dECM disefiados con ingenieria de tejidos. Actualmente existen dos estudios en
estadios clinicos:

- Terapia inyectable: se trata de un ensayo clinico en fase | (NCT02305602) destinado a
evaluar la eficacia del VentriGel en el tratamiento del infarto de miocardio con elevacién
del ST tratados con ICP y que tienen evidencia de remodelacién del VI[4&>°,
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- Parche cardiaco: se trata de un parche de dECM, CorMatrix. A pesar de que los estudios
clinicos de fase 1 (NCT02887768) se completaron en 2017, los resultados no han sido
publicados todavia. Este estudio pretende demostrar la reparacién del infarto epicardico
en pacientes que se someten a cirugia de bypass coronario dentro de las 6 semanas
posteriores al IAM, como un complemento de la revascularizacién quirurgica.

Recientemente, se han publicado dos estudios en pacientes humanos individuales, que utilizaron
materiales provenientes de dECM para enfermedades cardiovasculares:

- En el primero se utilizaron MSC del liquido amnidtico humano en una matriz liquida
humana derivada de la membrana amnidtica para el tratamiento de un varén de 59 afos
con angina refractaria, insuficiencia cardiaca y miocardiopatia isquémica por diabetes
crénica®?. El paciente presentd disminucion de la angina y en la RMN se observaron areas
de confluencia de miocardio sano con mejor engrosamiento de la pared y una fraccién
de eyeccion del 40%.

- Enelsegundo caso, se implantd el CorMatrix en un hombre de 62 afios con antecedentes
de diabetes, fibrilacidn auricular, insuficiencia cardiaca clase IV e hipertensidn. En este
se vio que el parche mostré estrias igual que el miocardio nativo, cardiomiocitos
maduros y estroma fibrdtico, posiblemente debido a la resolucidn de la inflamacidn
inicial®*.

Limitaciones y nuevos desafios

Pese a que los avances en estos ultimos afios han sido notables, ain estamos lejos de conseguir

una situacién ideal. Para empezar, se necesitarian unos protocolos que garanticen preservar la

microarquitectura y composicion del ECM durante los procesos de descelularizacion,
preservando las propiedades estructurales, bioquimicas y biomecanicas, y minimizando la
inmunogenicidad de estos productos.

Otro paso seria mejorar los procesos de recelularizacién, ya que ninguna estrategia ha
demostrado ser éptima, y mejorar las estrategias de siembra y la determinacion de la cantidad
de células a sembrar. El descubrimiento de las iPSC brinda una muy buena oportunidad para ello,
pero aun con ello se necesitan métodos innovadores para la expansién eficiente de los
cardiomiocitos derivados de i-PSC (CM-iPSC) y acelerar su aplicacion clinica.

Por otro lado, para conseguir un buen tejido cardiaco funcional se necesita la combinacién de
células, andamios y sefiales bioquimicas y biofisicas adecuadas, lo mas similares posibles a las
cardiacas. Para ello, es necesario un cultivo y una posterior estimulacién en un biorreactor de
perfusidn que proporcione un entorno rico en nutrientes. Este sistema proporciona un entorno
estéril al tiempo que permite realizar modificaciones en los estimulos celulares. Se necesitan
también protocolos estandarizados para el disefio de estos biorreactores.

A dia de hoy no se conocen los posibles riesgos de génesis neoplasica a partir de las células
madre comentadas, especialmente de ESC y i-PSC, por lo que es un tema que deberia
investigarse, para poder informar sobre la formaciéon de neoplasias de células madre
progenitoras antes de su implementacidn clinica.

Finalmente, el objetivo de crear corazones humanos completos y funcionales aun no se ha
logrado. Sin embargo, los investigadores se estdn enfocando cada vez mas en crear parches
cardiacos derivados de dECM que pueden ser igual de efectivos para reparar el miocardio
dafiado.
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BIOIMPRESION 3D

Como ultima técnica innovadora a mencionar, y muy sonada en los Ultimos afios para otras
aplicaciones, esta la bioimpresién 3D (3DBP o 3D Bioprinting). Esta es una técnica de fabricacion
aditiva, es decir, el material se va depositando capa por capa permitiendo una estructura en tres
dimensiones sin necesidad de la utilizacion de moldes.

La bioimpresidon estd precedida por la creacidn de un modelo 3D-especifico, creado a partir de
imagenes clinicas o por modelos de disefios asistidos por ordenador. A partir de técnicas de
imagen pueden crearse modelos para reproducir por técnicas de 3DBP. El conjunto de técnicas
gue se utilicen deben ser volumétricas, es decir, que permitan estimar voliumenes, por lo que las
mas Uutiles seran la tomografia computarizada (TC) activada por electrocardiografia, la
ecocardiografia 3D volumétrica y la resonancia magnética cardiaca (RMC). Como la ecografia
presenta mas artefactos y limitaciones, se prefieren la TCy la RMC frente a ella para la impresion
3D. En pacientes con marcapasos o implantes metélicos debera usarse TC obligatoriamente®®,

Una vez recopilada la informacién anatémica 3D, esta se convierte en un modelo digital 3D-
especifico mediante un proceso llamado "segmentacion de imagenes". El conjunto de imagenes
se exporta a un formato especifico a partir del cual se identifica y divide la geometria anatémica
en funcidn de la escala de grises de las imagenes 2D obtenidas en las proyecciones axial, coronal
y sagital. Después se crean “mascaras de segmentacion”: el software une estas imagenes 2D,
agrupando los pixeles de similar rango de intensidad para que se impriman del mismo material.
Estas mascaras terminaran siendo los modelos cardiacos 3D y son guardados como un archivo
de lenguaje especial, sobre el que se podran realizar alteraciones y ajustes.

Técnicas de impresion

Una vez disefiado el modelo tridimensional en el ordenador, llega el momento de realizar la
impresion de este. Existen diferentes formas de realizarla. A continuacién comentaremos
algunas de ellas®.

Inyeccion de tinta

Se utilizan impresoras de inyeccién (como las cldsicas oficinas y ordenadores) reemplazando el
cartucho de tinta con biotinta, es decir, material biolégico, y afiadiendo una fase ascendente
controlada electronicamente para completar el eje z. Estos dispositivos se clasifican en dos tipos,
los térmicos y los piezoeléctricos.

Mediante estas impresoras ya se han conseguido fabricar hibridos cardiacos contractiles en
forma de ldminas rectangulares 3D y medios corazones. Sin embargo, estas todavia son
incapaces de imprimir células a altas densidades, algo fundamental para crear construcciones
cardiacas.

Extrusion

La extrusion permite la expulsidn de biotintas en filamentos cilindricos u otras plataformas, para
formar estructuras 3D capa por capa, permitiendo una bioimpresién mas rdpida y sencilla
respecto a otras técnicas. Ademads, esta técnica si consigue altas densidades celulares cercanas
a las fisioldgicas.

Procesamiento de luz digital
Se utiliza una matriz de microespejos digitales para solidificar selectivamente biotintas
fotocurables capa por capa, junto con una fase ascendente controlada para el eje z.
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La principal ventaja frente al resto es su fabricacién rdpida y sencilla, ya que se imprime
simultdneamente toda la capa, evitando cambiar la direccién del cabezal. Sin embargo, los
materiales utilizados deben ser fotocurables, y la exposicion a la luz UV puede daiiar
potencialmente el ADN celular durante la impresién.

Estereolitografia

Es un sistema de bioimpresion asistido por laser que sirve para crear estructuras 3D mediante el
uso de luz sobre polimeros liquidos fotopolimerizables. Este sistema integra una fuente de luz,
un depdsito de fotopolimero liquido y una etapa de movimiento de tres ejes.

Inkjet Laser-assisted Extrusion Stereolithography
o Mechanical force
Blaink from screw
Laser pulse
Syringe
Piezoelectri \ 4 \ Light Rrojesiar
source array S
Actuator i Fabrication
— platform
Pattern light
Bioink Bioink Nozzle
Droplet Droplet / Cylindrical
/’ constructs Bioink
l ] 1 ] l ]

Figura 9. Distintos tipos de técnicas de impresion 3D,

Biotintas
En este caso, es fundamental que los materiales bioldgicos elegidos puedan ser imprimibles de
forma estable, consiguiendo una buena integridad estructural, a la vez que una disposicién
constante y precisa y una buena solidificacion, que sea rdpida y sin toxicidad alguna. Todo ello
afectard a la viabilidad celular y su posterior funcionalidad, asi como la estrategia de impresidn
utilizada.

Estas biotintas también deben tener funciones protectoras, evitando que las células sean
dafiadas por las distintas presiones a los que son sometidas durante los procesos de impresion
y deben imitar a la matriz extracelular cardiaca, para promover la proliferacion y diferenciacién
celular.

Como en anteriores apartados, los dividiremos en naturales y sintéticos.

Biomateriales naturales

Uno de los mas tipicos son las matrices extracelulares descelularizadas (dECM) derivadas del
corazén (hdECM), una clase de hidrogeles que se obtienen del 6rgano de interés mediante
detergentes que eliminan las células, logrando preservar la ECM y manteniendo la arquitectura
de las interacciones célula-célula. De este modo se conserva la gran mayoria de las sefales
quimicas del tejido cardiaco original, aumentando la supervivencia, diferenciacion y
funcionalidad celular.

En un estudio se trasplanté un parche de corazéon hecho con hdECM en un modelo de ratas con
IAMP®8. Se observaron remodelaciones menos perjudiciales en el grupo de hdECM que en el
grupo control, donde se observé una remodelacidn excéntrica. Sin embargo, se vio que las
concentraciones terapéuticas tenian una viscosidad relativamente baja, y las capas bioimpresas
eran dificiles de mantener en su estructura 3D previamente definida.
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Aunque hay estudios que han intentado paliar la mala calidad de la impresién con hdECM,
existen dos problemas bastante importantes a resolver. El primero de ellos es que la
concentracion requerida de solucidon de hdECM es bastante mas alta que la utilizada en estudios
terapéuticos, lo que dificulta su preparacién, necesitando numerosas fuentes porcinas (animal
del que se recolectan). En segundo lugar, las impresiones de estructuras hechas puramente de
hdECM son bastante complejas y pueden romperse al aplicarse como un parche, ya que tienen
una naturaleza fibrosa®®.

Biomateriales sintéticos

Los materiales sintéticos, en cambio, ofrecen mejor integridad fisica y resistencia mecdnica, y
mejor capacidad de impresién. Ademas, se puede controlar el ajuste de su peso molecular,
controlando asi sus propiedades fisicoquimicas.

El poli (acido L-lactico) (PLLA) es uno de los mds estudiados. Este se degrada en agua y CO; por
hidrdlisis o esterasas. Se ha visto que los andamios vasculares hechos a partir de este material
pueden mejorar las deficiencias asociadas a los implantes metdlicos, como la disminucidn de la
vasomocion y la remodelacion de la pared arterial. Sin embargo, tanto el PLLA como la mayoria
de los hidrogeles sintéticos son fragiles y carecen de flexibilidad y elasticidad, algo que dificulta
enormemente imitar la suavidad, el estiramiento y la elasticidad de los tejidos blandos
humanos®.

Biotintas hibridas
En este caso, se combinan polimeros naturales y sintéticos, como hemos visto en otros
apartados, para combinar los puntos fuertes de cada y uno y evitar las debilidades.

En la mayoria, la combinacién va encaminada a aprovechar las propiedades de los materiales
naturales de soporte celular y las mecanicas y de ajuste de los sintéticos, como por ejemplo el
policaprolactona (PCL), un material muy utilizado en la 3DBP, pero con una baja bioactividad que
acaba reduciendo la afinidad celular. Ademas, su alta hidrofobicidad provoca bajas tasas de
regeneracion tisular. Como solucidn a estos problemas, se afadieron nanotubos de carbono
(CNT), cuyas propiedades los hacian idéneos para acabar con dichos inconvenientes.

También se ha estudiado el injerto de fragmentos hidrofilicos de polimeros sintéticos o naturales,
como acrilatos, colageno y quitosano, en biomateriales hidrofébicos.

Por ejemplo, se combinaron hdECM con hidrogel de metacriloilo de gelatina (GelMA) para
imprimir parches cardiacos. La inclusidn de hdECM mejord la diferenciacidn y disminuyd la
proliferacion de células progenitoras cardiacas humanas neonatales (hCPC) en comparacién con
Unicamente el GelMA, lo que puede significar la mejora del potencial paracrino de los parches
GelMA-hdECM con hCPC.

Ademas, hay que tener en cuenta que el miocardio es un tejido eléctrico. Por ello, hay que tener
en cuenta que los materiales utilizados deben ser conductores. Esto se ha demostrado en
algunos estudios, utilizando por ejemplo nanovarillas de oro o nanotubos de carbono®.

Fuentes celulares
Se han utilizado multiples tipos de células, como células miocardicas primarias, células
progenitoras cardiacas humanas neonatales o células miocardicas derivadas de células madre.

El problema de las células miocardicas primarias o las hCPC es que tienen escasez de
suministro. Para solucionarlo, se han investigado las células madre pluripotentes humanas.
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Estas células madre se derivan de células madre embrionarias humanas (hESC) o de células
madre pluripotenciales inducidas (iPSC) mediante factores de transcripcién como Klif-4, OCT4,
Sox 2 y ¢- Myc. De dicho modo, se podrian conseguir ilimitadas células para el 3DBP, evitando
también las consideraciones éticas que conlleva y permitiendo realizar una medicina
personalizada con implantes o fdrmacos especificos para el paciente. En un estudio, se utilizaron
iPSC-CM para imprimir un parche cardiaco, a partir de estroma omental del propio paciente,
evadiendo asi el rechazo inmunolégico y los farmacos inmunosupresores. Sin embargo, los iPSC-
CM aun no cuentan con una organizacion y distribucién definidas, ni con tubulos transversos
funcionales, lo que hace necesario seguir investigando. >°°

Aplicaciones
A continuacidn, vamos a describir algunas de las aplicaciones en las que se ha comenzado a
utilizar el bioprinting 3D y lo que se observé en dichos estudios preclinicos.

Parches cardiacos con 3DBP

En un primer estudio, se combinaron GelMA y andamios de hidrogel ECM cardiaco con células
cardiacas progenitoras procedentes de neonato (hCPC) para fabricar parches siguiendo un
patron de relleno de cuadriculas a 90°, con impresién por extrusion. Estas hCPC bioimpresas
poseian una alta viabilidad celular y expresidn génica de los factores de transcripcidn cardiacos
tempranos y de la troponina T. Ademas, se formaron vasos a los 14 dias tras la implantacion in
vivo, lo que sugiere que se consiguio la integracién completa en el miocardio nativo, permitiendo
el suministro de nutrientes a las células implantadas.>®

En otro modelo, se utilizaron dos biotintas que contenian iPSCs-CMs y células endoteliales de la
vena umbilical humana (HUVECs) respectivamente para desarrollar tejido cardiaco
vascularizado. Se observé una vascularizacion mejorada para las estructuras bioimpresas
multicelulares. Ademas, la disposicién espacial de los HUVEC tuvo una gran importancia en la
vascularizacion®. La microestructura o el patrén también influye en las propiedades de estos
parches. Se han identificado dos caracteristicas microarquitectdnicas, las cuales estan definidas
por la distancia entre hebras y el dngulo de alineacidon de estas hebras como parametros
principales para evaluar los comportamientos eléctricos/mecénicos y estructurales de las
construcciones impresas en 3D,
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Figura 10. Ejemplo de parche cardiaco realizado con 3D Bioprinting.a partir de células de epiplén**
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Disefio de corazones 3D

Actualmente, la impresion de una estructura 3D exacta del corazdn sigue siendo un desafio, y
esta limitada por la incapacidad de combinar varios tipos de células y crear estructuras de
multiples escalas con diferentes biomateriales. Lo que si se ha conseguido es bioimprimir
estructuras elaboradas similares a las de un corazén macroscépico.

Por ejemplo, se consiguidé imprimir una valvula cardiaca de tres valvas de coldgeno, que
demostrd una regurgitacion de <15%°2.

En otro estudio, se imprimieron corazones (de 20mm de altura y 14mm de didmetro) de dos
tintas bioldgicas distintas, en los que se demostré la integridad de sus cavidades mediante la
inyeccion de colorantes. Ademas, un dia después de la impresion, se comprobé que las células
cardiacas que lo formaban tenian una distribucién homogénea®'.

Limitaciones y nuevos desafios

Pese a que en la ultima década hay partes del cuerpo humano que han sido bioimpresas (oreja,
nariz) y utilizadas en la clinica®*®*, todavia es imposible crear un corazén funcional. Uno de los
principales problemas es la resolucién de la impresion, ya que la biotinta debe depositarse con
una resolucién similar al tamafio de la célula (5-10 um), y para alcanzar aplicaciones clinicas se
necesita tejido muscular grueso de multiples capas. Otro de los grandes problemas es la creacion
de redes vasculares ramificadas, que permita la difusién de nutrientes y oxigeno. También, existe
la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de impresidn, ya que el corazén estd compuesto
de multiples tipos de células, ECM y estructuras multiescala para bombear sangre.

Otra linea de investigacidn factible seria mejorar las biotintas: conseguir modelos imprimibles,
bioactivas, biodegradables, estables, asequibles y comercialmente disponibles con unas pautas
de regulacién apropiadas para su uso clinico®, ya que los materiales disponibles en este
momento todavia distan mucho de esas caracteristicas.

OTROS EJEMPLOS DE USO CLINICO

Actualmente, existen numerosas lineas de investigacién en otros tejidos, y algunos incluso han
llegado a la clinica. Mencionaremos algunos ejemplos y su estado actual en el Anexo.
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CONCLUSIONES

1.

El infarto de miocardio es una enfermedad en la que hay que seguir investigando. Los
tratamientos actuales son validos pero insuficientes si queremos conseguir una
recuperaciéon completa y una buena calidad de vida para los pacientes.

El efecto terapéutico de las células empleadas viene principalmente de sus efectos
paracrinos.

Las técnicas de ingenieria de tejidos en las que se combinan materiales y células han
demostrado mayor eficacia terapéutica en comparacion con las terapias “clasicas” o las
gue son exclusivamente celulares.

La implantacidon de los constructos es el principal limitante para su utilizacién en la
clinica.

Las técnicas de biompresidn 3D son prometedoras pero todavia estan en etapas iniciales
de su desarrollo.
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ANEXO: INGENIERIA DE TEJIDOS EN OTROS TEJIDOS

VEJIGA

En un estudio, Sievert y colaboradores compararon la capacidad de regeneracion in vivo de
matrices vesicales acelulares homdlogas (caninas) y heterdlogas (humanas y monos)
implantadas en perros tras una cistectomia parcial. Siete meses después de la cirugia, los
animales implantados mostraron mayor capacidad vesical que los no tratados,
independientemente del origen del injerto. En el examen histolégico se observé que el tejido
homoélogo injertado se regeneraba mejor, con una colonizacién mas rapida y completa del
andamio por parte del musculo liso. La matriz heterdloga no provocd ninguna reaccién de
rechazo, asegurando la epitelizacién interna completa y la angiogénesis del injerto®®.

CORNEA

Los andamios corneales acelulares han sido repoblados exitosamente con diversas células. Se ha
constatado en multiples estudios la seguridad y biocompatibilidad de andamios descelularizados
en la implantacidon de neocdrneas en un estroma de conejo, asi como los trasplantes de la
membrana de Descemet descelularizada.

Recientemente, se evaluaron la seguridad y eficacia del trasplante de cérnea humana
descelularizada para la recuperacién del grosor de los ojos con queratocono avanzado en un
ensayo clinico de fase 1. Seis meses tras el implante, todos los pacientes presentaron una mejoria
general de todos los pardmetros visuales®®,

HIGADO

Un gran numero de estudios demostraron que los andamios de ECM acelular pueden
proporcionar un habitat ideal para la proliferacién de diferentes tipos de células. éptima para el
crecimiento de diferentes tipos de células.

Tras la siembra de células madre pluripotenciales inducidas en andamios de matriz de higado
descelularizados, se observd que dichas células adquirieron propiedades hepaticas especificas
de hepatocitos humanos neonatales®®.
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